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TRABAJO PRACTICO N° 2
CADENA RESPIRATORIA. FOSFORILACION OXIDATIVA

OBJETIVOS

4+ Describir el transporte de electrones a través de aceptores que experimentan cambios reversibles en su
estado redox.

4+ Comprender y explicar los mecanismos de transformacion de energia redox en energia quimica en
forma de ATP: fosforilacion oxidativa.

+ Interpretar la accion de inhibidores y desacoplantes sobre el transporte electrénico.

CADENA RESPIRATORIA: TRANSPORTE ELECTRONICO

En los organismos aerobios, las oxidaciones de sustancias provistas por los alimentos
constituyen la principal fuente de energia utilizable para efectuar trabajo (sintesis quimica, transporte
activo a través de membranas, locomocion, etc.). Una de las funciones principales de las mitocondrias
es la de transformar la energia de éxido-reduccion que se obtiene al degradar los alimentos, en energia
quimica conservada en los enlaces fosfato de alta energia del ATP. La mayor parte de la sintesis de
ATP se realiza en condiciones aerdbicas, durante la oxidacién completa de carbohidratos, acidos
grasos y aminoacidos. Los restos carbonados de estos compuestos ingresan al Ciclo de Krebs,
principalmente como Acetil-CoA y también como otros intermediarios del ciclo. Estos compuestos,
al ser oxidados hasta CO2 y H»O, producen por medio de deshidrogenasas, equivalentes de reduccion
(protones y electrones) que son transportados a través de la cadena respiratoria de la membrana
interna mitocondrial hasta el oxigeno, para formar agua.

Las oxidaciones pueden efectuarse por adicion de oxigeno, por sustraccion de hidrégeno, o
por cualquier otra reaccion que determine pérdida de electrones. Basicamente, la oxidacion implica
pérdida de electrones mientras que el proceso contrario, la reduccion involucra ganancia de
electrones. Las formas oxidadas y reducidas de un elemento, i6n 0 compuesto constituyen un par o
cupla redox. El potencial de reduccion de un par redox es una medida de la tendencia a ganar
electrones. Por convencion, se considera como patrén de referencia la cupla redox H*/ 1/2 Ha, a la
cual se le asigna potencial de reduccién cero.

En los organismos vivientes, los electrones que pierde el sustrato cuando es oxidado no se
transfieren directamente al oxigeno, sino que se efectla en etapas sucesivas a través de distintos

aceptores de electrones de potencial de reduccion creciente.
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En la membrana mitocondrial interna existen un grupo de moléculas aceptores de hidrégeno
y/o electrones (H* y e- son llamados equivalentes de reduccién) dispuestas ordenadamente, segin un
gradiente de potencial de reduccién creciente (de menor a mayor potencial de reduccion). Estos
aceptores estan asociados a enzimas que catalizan la transferencia de e-. EI conjunto recibe el nombre

de Cadena Respiratoria 0 Cadena de Transporte Electronico. El proceso se esquematiza en la figura

2.1. Un sustrato SH2 es oxidado a Sox por un compuesto A (de mayor potencial de reduccion). El
sustrato cede sus electrones a A que se reduce a AHz. La liberacion de energia E es proporcional a la
diferencia entre los potenciales de reduccion del sustrato y A. Las etapas siguientes ocurren de la
misma manera. De modo que la energia es liberada en forma fraccionada y puede ser captada y

utilizada por las células.

Sustrato BH. H.0O
SHz o GNP i
CH
E
>

Escala de Potencial de reduccion

Fig 2.1 Representacion esquematica de una oxidacion bioldgica.

En las primeras etapas, en la cadena respiratoria, se transfieren juntos los dos protones y los
dos electrones del par de hidrogenos cedidos por el sustrato. Luego los protones quedan en el medio
acuoso de la matriz mitocondrial y solo los electrones contintian su pasaje de un aceptor al siguiente
en escala de potencial. El aceptor final de los electrones (e°) es el oxigeno.

En la matriz mitocondrial se encuentran las deshidrogenasas ligadas a NAD (nicotinamida
adenina dinucleétido) que oxidan sus sustratos generando NADH + H*. Los equivalentes de
reduccion (hidrégenos y electrones) del sustrato que se oxida son cedidos por la coenzima NADH a

la cadena respiratoria, que esta integrada por los siguientes componentes:

a)NADH-ubiquinona reductasa (complejo I): contiene flavina mononucleétido (FMN) y de 5 a 8
centros proteicos ferrosulfurados. Los equivalentes de reduccion (H* y e’) de NADH son captados

por la coenzima FMN que se convierte en FMNH>, a continuacion pasan e- sucesivamente por los
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atomos de Fe** de los centros Fe-S, que los captan reversiblemente. Los e son cedidos finalmente a
la coenzima Q (Ubiquinona). Durante este transporte se reoxidan el FMNH: y los 4tomos de Fe?* y

se reduce la CoQ a CoQHy>, también ocurre translocacion de H™ hacia el espacio intermembrana.

b) Succinato-ubiquinona reductasa (complejo I1): este complejo estd formado por una enzima
(succinato deshidrogenasa) que cataliza la oxidacion de succinato, es una flavoproteina que posee
como grupo prostético flavina adenina dinucledtido (FAD) y 3 centros proteicos Fe-S. Los
equivalentes de reduccion (H* + e”) provenientes de la oxidacion del succinato son cedidos al FAD y
se forma FADH:. Este Ultimo transfiere los e”a la CoQ que se reduce a CoQHa.

c)Coenzima Q o Ubiquinona: Es el Gnico aceptor del sistema de transporte electrénico no unido a
proteinas. Recibe el nombre de “ubiquinona” porque su distribucion es “ubicua” en los sistemas
biol6gicos. Su estructura quimica es una benzoquinona con una larga cadena formada por unidades
de isopreno. Su larga cadena isoprenoide hidréfoba le permite alojarse en la bicapa lipidica de la
membrana mitocondrial y actuar como un transportador mévil de H* y e- . La coenzima Q recibe
equivalentes de reduccién que proceden tanto de sustratos oxidados por enzimas dependientes de
NAD como de sustratos oxidados por enzimas ligadas a FAD. La CoQH2 cede dos e- al complejo

ubiquinona-citocromo reductasa y deja dos protones libres en el medio.

d)Ubiquinona-citocromo c¢ reductasa (complejo I11): este complejo estd formado por los
citocromos bses, bse2 Y €1y por un centro proteico Fe-S. Los citocromos son hemoproteinas en las
cuales el Fe del grupo hemo, que forma parte de los citocromos, capta reversiblemente un electron,
al igual gue el Fe de los centros ferrosulfurados. Desde la ubiquinona-citocromo reductasa los e del
citocromo c1 son transferidos al citocromo c. A nivel de este complejo también hay translocacion de

H™* hacia el espacio intermembrana.

e)Citocromo c: es una hemoproteina ubicada sobre la cara exterior de la membrana mitocondrial
interna, se encuentra unida a ella por interacciones electrostaticas pudiendo ser separada facilmente
en el laboratorio por tratamiento con soluciones salinas. El citocromo ¢ es también un transportador
movil de electrones, recibe electrones del complejo 111 y los entrega al complejo citocromo oxidasa

o complejo IV.
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f) Citocromo oxidasa (complejo 1V): esta formado por varias cadenas polipeptidicas que atraviesan
todo el espesor de la membrana, posee dos citocromos (a y as) y dos atomos de Cu?*. Es el (nico
componente de la membrana con capacidad para transferir electrones al O2. Una molécula de oxigeno
capta 4 e- y se une a 4 H* para formar dos moléculas de H,O. También hay translocacion de H* hacia

el espacio intermembrana.

Complejo Il Complejo Il Complejo IV
Succinato-ubiquinona Ubiquinona-citocromo Citocromo ¢
reductasa ¢ reductasa oxidasa
H* H* citocromo ¢ H*
ubiquinona ESPACIO
INTERMEMBRANAL
% )
Membrana\ /
interna I
2g) s
NADH - / MATRIZ
H,0
Succinato
2H'+% 0,

Fig 2.2. Transporte de electrones a lo largo de la cadena transportadora de electrones. Feduchi, Blasco, Romero,
Yaiiez. “Bioquimica. Conceptos esenciales”. 1° Edicion.

La reduccidn parcial del oxigeno puede dar lugar a la formacidn de especies reactivas del
oxigeno como el anion superoxido (O2) o el peréxido de hidrogeno (H20-), que cuando superan los
niveles normales en la célula son productos tdxicos. La interaccion entre O2" y H,O» forma radicales
hidroxilo (HO"), altamente reactivos. El nivel de H20O. y radicales libres se mantiene muy bajo en los
tejidos gracias a sistemas de defensa, ya sea enzimaticos o no enzimaticos. Enzimas como la
superoxido dismutasa, la catalasa y las peroxidasas, catalizan la eliminacion de O2" 0 H20.. Dentro
de los sistemas no enzimaticos se encuentran en las células sustancias antioxidantes como el tocoferol

0 vitamina E, los carotenos (provitamina A) y el acido ascorbico o vitamina C.

FOSFORILACION OXIDATIVA
La energia producida por la transferencia de electrones es usada para sintetizar ATP. La
energia redox del transporte electronico se utiliza para expulsar H™ al exterior de la matriz
mitocondrial (a nivel de los complejos I, 11y 1V), formandose un gradiente de concentracion de H.

La mayor concentracidn de protones en el espacio intermembrana respecto de la matriz mitocondrial,
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crea también una diferencia de carga a ambos lados de la membrana (positiva en el lado externo y
negativa hacia el lado de la matriz). Al ser la membrana mitocondrial interna impermeable a los
protones, sélo pueden ingresar a través de un complejo proteico denominado ATP sintasa, este pasaje
de protones proporciona la energia necesaria para la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato
inorgénico (Pi). El proceso se denomina “fosforilacion oxidativa” y la teoria que explica dicho
mecanismo es la “teoria quimio-osmotica”. La sintesis de ATP ocurre en las particulas

submitocondriales F1 que integran la estructura de la ATP sintasa (ver figura 2.3).

OXIDACION
(cadena H’
respiratoria) Cite FOSFORILACION
Q_{b (ATP sintasa)
o;";
Fummlo

~.
membrana interna

+tt+rtrrr b+

|

membrana externa

Fig 2.3. Esquema representativo de la hipétesis quimiosmotica. Feduchi, Blasco, Romero, Yafiez.
“Bioquimica. Conceptos esenciales”. 1° Ed.

Inhibidores del transporte electronico y/o de la sintesis de ATP

Algunos agentes quimicos actlan inhibiendo la transferencia de electrones en sitios
especificos de la cadena de transporte electronico, impidiendo en consecuencia, la sintesis de ATP
(Tabla 2.1).

Compuesto Comentario Modo de Accion
Rotenona Insecticida Impiden la transferencia
] Barbitarico: induce el electronica desde Fe-S a la
Amital . CoQ
suefio

Bloquea la transferencia
Antimicina A Antibidtico electrénica desde cit. b a
cit. c1 (Complejo 111)
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Cianuro . ]
o Inhiben la citocromo
Monodxido de oxidasa
carbono

Tabla 2.1 Inhibidores del Transporte Electrdnico

Existen otros inhibidores denominados “inhibidores de la fosforilacion” que bloquean
directamente la fosforilacion, pero al estar el sistema fuertemente acoplado, también se inhibe el

transporte electrénico (Tabla 2.2).

Compuesto Comentario Modo de accion
Bloquea el flujo de
Oligomicina Antibiotico protones a traves
de Fo.

Tabla 2.2 Blogueantes de la Fosforilacion Oxidativa

Desacoplantes del transporte electrénico y la fosforilacion oxidativa

Se denominan “desacoplantes” aquellos compuestos que desconectan o desacoplan el
transporte electronico de la fosforilacion oxidativa, impidiendo la sintesis de ATP, sin inhibir el flujo
de electrones hacia el O.. Estos compuestos pueden ser de origen quimico como por ejemplo el 2,4-
dinitrofenol y el dicumarol, como asi también de origen fisioldgico como la proteina denominada
“termogenina” que se encuentra en la grasa parda presente en nifos principalmente, en algunas zonas
del cuerpo de personas adultas y en animales que hibernan.

Estos agentes son sustancias liposolubles o sustancias que forman poros en la membrana, las
cuales actuan translocando protones desde el espacio intermembrana hacia la matriz mitocondrial,
aboliendo el gradiente de protones formado por el transporte electronico. De esta forma, se disipa la
fuerza motriz protonica necesaria para la activacion de la ATP sintasa y la sintesis de ATP. Esto
provoca un aumento en la velocidad de respiracion celular, hay mayor produccion de agua y la energia

proveniente de la oxidacion de sustratos es liberada en forma de calor.
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TRABAJO PRACTICON° 2
CADENA RESPIRATORIA. FOSFORILACION OXIDATIVA

PROBLEMAS DE APLICACION

1. El catabolismo de nutrientes permite una liberacion controlada de la energia contenida en los
enlaces de carbono. Dar ejemplos de los tres tipos de compuestos, mencionados en a, b y c. Relacionar

los items de la columna de la izquierda con los correspondientes en la columna derecha:

a) Nutrientes 1) Son coenzimas derivadas de vitaminas

b)  Moléculas transportadoras de |2) Son oxidados en reacciones
electrones exergonicas

c) Moléculas transportadoras de energia | 3) Capturan la energia liberada de los
alimentos

4) Almacenan energia quimica que es
directamente utilizada por la célula para la
sintesis de compuestos.

5) Tienen la capacidad de oxidarse y
reducirse

6) Es sintetizado en reacciones acopladas
al catabolismo de nutrientes

2. Numerosos sustratos oxidables de distinta naturaleza como piruvato, a-cetoglutarato, malato,
isocitrato, glutamato son deshidrogenados en la matriz mitocondrial en reacciones catalizadas por

enzimas especificas (deshidrogenasas) cuya coenzima es un nucleétido de nicotinamida.

a) A través del siguiente esquema indique como son transferidos los hidrdgenos a través de los
distintos aceptores de la cadena respiratoria luego de la oxidacion de piruvato (considere SH»2 =
NADH>).

CH, CO,
| Piruvato deshidrogenasa # CH
G - - 3
C=0 — p——ge.
I ~~  Pirofosiato 4 CO~S—CoA
CO O— NAD" de tiamina NADH+H*
Acidao lipoico
Piruvato Coenzima A - FAD Acetil-CoA



I!:._mil

. J

& UNSL FQBYF Quimica Bioldgica 2017
Sustrato A BH, c
SHa» (OX) (RED) (OX) H20
AH> B CH:
Sox (RED) (OX) $ (RED): Y% O3
E E E E

3. Una suspension de mitocondrias consume 24 pmol O2/min en presencia de piruvato. Al agregar

2,8 mmoles de ADP y Pi en exceso el consumo se acelera a 211 pmol O2/min durante 3 min para

luego retornar a la velocidad inicial. Explique a qué se debe la aceleracion transitoria del consumo de

oxigeno y analice cobmo afectaria un desacoplante la velocidad de consumo de oxigeno Yy el indice

P/O.

4. El grafico muestra el trazado obtenido en un oxigrafo al incubar particulas submitocondriales a

30°C, en un medio a pH: 7,5. Caracterice cada uno de los compuestos agregados (B, C y E.) como

inhibidores del transporte electronico, la fosforilacion oxidativa o desacoplante. Justifique

brevemente el efecto de cada compuesto sobre la velocidad de consumo de Oo.
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Concentracion
de 0; A
: NADH

C D: Succinato

I

Tiempo

5. Durante la Il Guerra Mundial, los soldados que lucharon durante el invierno ruso recibieron un
compuesto denominado 2,4-Dinitrofenol (DNP), con el objetivo de mantener una temperatura
corporal elevada. Conociendo que este compuesto es un desacoplante de la fosforilacion oxidativa,
justifique por qué el DNP produce este efecto y qué riesgos para la salud derivan de su uso.
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PROBLEMAS PROPUESTOS

1. Las células obtienen energia quimica en forma de ATP a partir del catabolismo de nutrientes

(hidratos de carbono, lipidos y aminoacidos). Esta energia la utilizan para:

2. El receptor de los electrones del NADH es:
a) Un centro sulfo-férrico del complejo |

b) La ubiquinona

c) El FMN del complejo |

d) El complejo Il

3. El receptor de los electrones del FADH;
a) Un centro sulfo-férrico del complejo |
b) La ubiquinona

c) EI FMN del complejo |

d) El complejo 11

4. ¢En presencia de un compuesto que inhibe la cadena de transporte electrénico, diga qué complejo
estara afectado si la Coenzima Q y el citocromo ¢ estan reducidos, pero no se observa consumo de

oxigeno?

5. Diga de donde proviene la energia necesaria para la sintesis de ATP. Realice un esquema del
complejo F1-Fo de ATP sintasa para justificar la sintesis de ATP.
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